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O ultrassom (US) é uma tecnologia emergente não térmica que desperta interesse 
no processamento de alimentos. US de alta potência é utilizado para processos de 
modificação da matéria e inativação de micro-organismos e enzimas. O caldo de 
cana-de-açúcar é uma bebida popular em vários países tropicais, e apesar disso, 
sua comercialização é restrita devido à alta perecibilidade, sobretudo em função da 
ação de enzimas oxidativas, como polifenoloxidase e peroxidase. O objetivo desse 
trabalho foi avaliar o uso de US para a inativação de enzimas oxidativas endógenas 
do caldo de cana, além de sua influência  no conteúdo de compostos fenólicos totais 
e nas mudanças de cor. Foram testadas temperaturas de 50 a 80 °C, com variação 
de amplitude de US, tempo de tratamento ultrassônico e regime de pulsos. Além 
disso, verificou-se a qualidade do produto e a regeneração das enzimas durante 32 
dias de armazenamento do caldo sob refrigeração. Os resultados indicam um efeito 
positivo do US na redução da atividade enzimática, quando aplicado com amplitude 
de 75 %, regime de pulsos durando 20 s, em intervalos de 10 s e com sonicação ao 
longo do processo térmico. Em geral, os resultados indicam que o US é uma 
alternativa para reduzir a severidade do processamento térmico, diminuindo o tempo 
ou a temperatura de processamento, com maior manutenção dos atributos de cor e 
concentração de compostos fenólicos iguais ao do caldo in natura ao longo do 
armazenamento. Esse estudo colabora com a consolidação de tecnologias 
emergentes como alternativas aos tratamentos convencionais, na busca por um 
melhor aproveitamento energético e por alimentos mais seguros e saudáveis. 
 












Ultrasound (US) is a non-thermal emerging technology that has gained interest in 
food processing field. High-power US can be used for modification of food structure, 
as well as for micro-organisms and enzymes inactivation. Sugarcane juice is a 
popular beverage in some tropical countries. However, its commercialization is 
restricted due to its high perishability, mainly caused by oxidative enzymes, such as 
polyphenol oxidase and peroxidase. The aim of this work was to evaluate the use of 
US for inactivation of endogenous oxidative enzymes in sugarcane juice and its 
influence on the total phenolic content and color changes. Temperatures from 50 to 
80 °C were tested, varying US amplitude, ultrasonic treatment time and pulse regime. 
In addition, the quality of the product and the regeneration of the enzymes were 
verified during 32 days of storage under refrigeration. The results indicated a positive 
effect of US on reducing enzyme residual activity, when applied with a sonication 
amplitude of 75%, pulse regime of 20 s on / 10 s off and with sonication throughout 
the entire thermal process. Overall, results showed that ultrasound is an alternative 
to reduce the thermal processing severity, decreasing the processing time or 
temperature, with color attributes maintenance and concentration of phenolic 
compounds similar to those of the product in natura. This study collaborates with the 
consolidation of emerging technologies as alternatives to conventional treatments, 
seeking efficient energy use and safe and healthier foods. 
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A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é um cultivo agrícola de grande 
importância para o Brasil, país líder na sua produção mundial. Extensamente 
utilizada pelo setor sucroalcooleiro na produção de etanol e açúcar, é uma cultura 
versátil, relativamente barata e útil também nas pequenas propriedades rurais. Em 
menor escala, a partir da cana-de-açúcar produzem-se melado, rapaduras, açúcar 
mascavo, destilados potáveis e caldo de cana, muito presentes em agroindústria de 
menor porte e na agricultura familiar. 
O caldo de cana-de-açúcar é uma bebida popular no Brasil, assim como em 
outros países tropicais, em especial na Índia. Em comum, o consumo do caldo de 
cana costuma ser feito a partir de comércio informal e com pouca precaução 
sanitária. Mesmo no mercado formal, o produto não costuma ser processado e 
envasado, sendo de consumo imediato. Há, de fato, pouquíssimas marcas de caldo 
de cana disponíveis no mercado, voltadas à distribuição regional bastante 
localizada, ou mesmo à venda para o mercado externo. Contribui decisivamente 
para a necessidade do consumo imediato a vasta flora micro-orgânica presente, as 
características físico-químicas, nomeadamente a alta atividade de água, o pH 
elevado e a abundância em açúcares, e a consequente alta perecibilidade. Também 
contribui o fato de o produto ser muito sensível a reações de oxidação provocadas 
pelas enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD), as quais trazem tons 
amarronzados ao produto, pouco desejados pelos consumidores. O tratamento 
térmico do caldo, que inativa enzimas e micro-organismos, pode trazer uma série de 
problemas de qualidade como a caramelização, a reação de Maillard, a perda de 
aromas, de frescor e de identidade gustativa. Contribuir para a consolidação de 
métodos inovadores de processamento e conservação do caldo de cana-de-açúcar 
é, portanto, uma área a ser explorada. 
As chamadas tecnologias emergentes de processamento e conservação de 
alimentos são técnicas que se diferem das formas tradicionais de conservação. Há, 
dentre elas, tecnologias térmicas, como micro-ondas, radiofrequência e aquecimento 




ultrassom. As tecnologias mencionadas têm sido aplicadas para inativação de micro-
organismos e enzimas nos alimentos. Nesse contexto, as tecnologias que 
despertam bastante interesse são as denominadas não-térmicas, pois permitem 
diminuir ou mesmo eliminar os problemas advindos do aquecimento dos alimentos, 
evitando perdas nutricionais e sensoriais e aumentando a vida de prateleira dos 
produtos. As tecnologias emergentes encontram ainda apelo na busca por 
processos mais limpos e eficientes, já que podem gerar menos resíduos e, 
geralmente, têm ótimo aproveitamento de energia. Essas tecnologias permitem, na 
síntese do processamento de alimentos, a obtenção de produtos mais frescos, 
íntegros e menos processados, características desejadas pelos consumidores. 
Dentre as tecnologias emergentes, o uso de ultrassom (US) desperta grande 
interesse, pois é uma tecnologia versátil que pode ser aplicada em diversas etapas 
do processamento de alimentos. Essa técnica consiste em submeter o alimento a 
ondas ultrassônicas de alta potência, provocando, principalmente, o fenômeno da 
cavitação. Cavitação são microbolhas formadas devido aos sucessivos ciclos de alta 
e baixa pressão formados pelas ondas propagadas no alimento, as quais colapsam 
violentamente, trazendo efeitos localizados de cisalhamento, aumento de pressão, 
aumento de temperatura e danos às estruturas celulares. Já se sabe que esses 
efeitos auxiliam na inativação de micro-organismos e enzimas, porém o efeito é 
muito variável em função da combinação de potência, tempo e temperatura 
utilizadas, conjugado ao fato de que o tipo de micro-organismo/enzima e 
composição do meio podem exercer influência na inativação. Nesse sentido, estudos 
de aplicação de US em diferentes condições e materiais biológicos auxiliam na 
consolidação da eficácia e confiabilidade da tecnologia como promotora de 
alimentos mais íntegros, saudáveis e seguros. 
O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso da tecnologia de US para 
a inativação de enzimas oxidativas endógenas do caldo de cana-de-açúcar. Para 
melhor compreensão, o estudo está estruturado em seis capítulos. No Capítulo 2, 
serão apresentados os objetivos gerais e específicos. O Capítulo 3 é dedicado à 
fundamentação teórica e à revisão bibliográfica. O Capítulo 4 apresenta a 




resultados e discussões de todas as etapas do estudo. Por fim, o Capítulo 6 





2 OBJETIVOS  
 
2.1 Objetivo Geral 
O objetivo geral do presente estudo é avaliar a aplicação de termossonicação 
para a inativação de enzimas endógenas em caldo de cana-de-açúcar, buscando 
alternativas tecnológicas para a conservação e consequente comercialização do 
produto. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
Os objetivos específicos são: 
 avaliar a cinética de inativação da peroxidase e da polifenoloxidase 
durante aplicação de termossonicação em diferentes temperaturas; 
 avaliar a influência das variáveis intensidade, duração de pulsos e 
tempo de sonicação na cinética de inativação da peroxidase durante 
aplicação de termossonicação; 
 comparar os diferentes tratamentos quanto à sua efetividade na 
inativação de enzimas, determinando os parâmetros ideais de 
processamento; 
 avaliar a atividade residual das amostras durante o armazenamento 
sob refrigeração para verificar a possibilidade de regeneração das enzimas; 
avaliar mudanças de cor e de concentração de compostos fenólicos totais em 
















3 FUNDAMENTOS TEÓRICOS E REVISÃO DA LITERATURA 
 
Neste capítulo, serão abordados os pressupostos teóricos que embasam o 
projeto e a revisão bibliográfica que o fundamenta e orienta. Serão objeto de 
fundamentação e revisão a produção da cana-de-açúcar no Brasil e no Rio Grande 
do Sul, o caldo de cana, as enzimas presentes no caldo de cana e as tecnologias 
emergentes, em especial o US. 
 
3.1 Cana-de-açúcar 
A cana-de-açúcar é uma gramínea semiperene (HORII, 2004a; MANZATTO 
et al., 2009; SILVA, 2016a; SILVA et al., 2017), pertencentes à família Poacea e à 
espécie Saccharum officinarum (MARIN et al., 2009). O Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento (MAPA) mantém o Registro Nacional de Cultivares (RNC) 
(BRASIL, 2018; SILVA et al., 2013). Nesse registro, encontram-se, em 2018, 202 
cultivares de cana-de-açúcar, sendo oito pertencentes à espécie Saccharum 
officinarum L., e os demais, híbridos interespecíficos (Saccharum L.), dentre os 
últimos um geneticamente modificado (CULTIVARWEB, 2018). 
A cana-de-açúcar tem seu sistema de produção constituído de uma safra 
decorrente do plantio, seguido de safras oriundas da rebrota das soqueiras (BRASIL, 
2018), ciclos esses conhecidos como socas ou folhas (HORII, 2004a). É um cultivo 
exclusivo das regiões tropicais e subtropicais do mundo (SAXENA et al., 2016). 
Colmo, folhas e flores interessam como componentes ou produtos tecnológicos 
pelos sólidos solúveis – açúcares ou não-açúcares – que gerarão após 
industrialização (HORII, 2004a). A principal parte utilizada da cana é o seu colmo, 
inclusive constituindo sua maior composição, parte da qual obtém-se o caldo de 
cana (HORII, 2004b). A Figura 1 apresenta um desenho esquemático contendo as 








Figura 1 – Desenho esquemático de uma planta de cana-de-açúcar, suas partes componentes 
(colmo, ponteiro e palha) e as respectivas composições em termos de umidade e biomassa (fibra e 
açúcar) (MATSUOKA et al., 2012). 
 
As diferentes variedades de cana-de-açúcar são classificadas em precoces, 
médias e tardias, levando em consideração o momento no qual atingem a 
maturação (maior teor de açúcares). Nos cultivos do centro ao sul do Brasil, as três 
classificações acima correspondem respectivamente, segundo Horii (2004b), aos 
meses de maio e junho, julho e a partir de agosto. É importante, contudo, destacar 
que há cultivares com ciclos entre 360-450 dias, chamadas “cana de ano”, e entre 
451-540 dias, “cana de ano e meio” (BRASIL, 2018). 
Antes de se realizar a colheita, é importante que se identifique o estádio de 
maturação da cana. Quanto maior a riqueza em sacarose, maior será a produção 
por tonelada de cana (CESAR; SILVA, 2003). O corte da cana-de-açúcar se dá 
quando a cana atinge seu ponto de maturação e o teor máximo de sacarose 
(ZAMBON; ARAÚJO, 2014). Neste ponto o caldo atinge um Brix mínimo de 18° 
(SOUZA; BRAGANÇA, 1999a, 1999b). Na fase de maturação, ao contrário do 
restante do ciclo, considera-se que a queda na temperatura tenha importância 
fundamental. Temperaturas mais baixas são responsáveis pela redução do ritmo 
vegetativo e auxiliam no processo de concentração da sacarose do colmo, podendo 
substituir a deficiência hídrica como fator determinante do início do processo (MARIN 




totais (SST) no ápice e na base da cana, dividindo-se o primeiro resultado pelo 
segundo, conforme Santos (2016), que conceitua os seguintes índices: menor que 
0,60 para cana verde; entre 0,60 e 0,85 para cana em processo de maturação; entre 
0,85 e 1 para cana madura; maior que 1 para cana em processo de declínio de 
sacarose. 
Diversos fatores influenciam na qualidade da cana e, por consequência, na 
qualidade de seus derivados. A variedade cultivada e os fatores edafoclimáticos do 
local de plantio são as primeiras fontes de variabilidade. Nesse aspecto, Horii 
(2004a) destaca: 
A composição química e tecnológica da cana-de-açúcar varia em função de 
fatores como: variedade, espaçamento e perfilhamento; idade e corte; 
estágio de maturação, época de colheita, clima ao longo do ciclo; solo e 
fertilidade; adubação, compactação do solo, irrigação (água ou vinhaça), 
tratos culturais e fechamento; sanidade dos cultivares, brotação da 
soqueira, florescimento e chochamento, entre outros. 
Contudo, indiferente das condições de cultivo, são fatores interferentes e 
decisivos na qualidade o grau de maturação, a ocorrência de queimadas, o 
fracionamento do colmo e o tempo entre colheita e processamento. Notoriamente, 
quanto maior o tempo entre colheita e processamento, maior é a influência na 
depreciação da qualidade técnica e industrial da cana. Isso se dá pela clara 
influência de micro-organismos deteriorantes, bem como de enzimas (HORII, 
2004b). 
 
3.1.1 A cana-de-açúcar no Brasil 
A cana-de-açúcar chegou logo após o descobrimento do Brasil, mas a cultura 
ganhou importância econômica a partir da segunda metade do século XVI, quando 
os engenhos do Nordeste Brasileiro passaram a operar (MARIN et al., 2009). O 
favorável clima tropical quente e úmido, o fértil solo nordestino de massapé e a mão-
de-obra escrava africana lançaram as bases para consolidar a produção canavieira 
no Brasil colônia (SOARES et al., 2013). Voltada inicialmente para a produção do 
açúcar, a cana-de-açúcar se transformou num dos principais ciclos econômicos e 
tornou-se um dos cultivos mais importantes do país, com uso crescente na produção 
de álcool combustível nos dias atuais (SOARES et al., 2013). O Brasil ocupa posição 




produtor (ABREU et al., 2013; CESAR; SILVA, 2003; MARQUES et al., 2013; PRATI; 
CAMARGO, 2008; ZAMBON; ARAÚJO, 2014). Atualmente, a cultura ocupa mais de 
10 milhões de hectares, o que garante a liderança do país, seguido pela Índia (cerca 
de 5 milhões de ha) e Tailândia (cerca de 1 milhão de ha) (FAO, 2020). É um 
importante cultivo da economia brasileira, e o país mantém a liderança global na 
tecnologia de produção de etanol e açúcar. 
Rica em sacarose, a cana-de-açúcar é a principal matéria-prima na 
manufatura de 70 % do açúcar do mundo (HUANG et al., 2015). No país, o cultivo é 
destinado, em sua maior parte, à produção de açúcar e de etanol e, em menor 
escala, para outras finalidades, como a alimentação animal e fabricação de 
aguardente, entre outras (BRASIL, 2018). Na atualidade, cada vez mais se 
descobrem novas funcionalidades, sobretudo para os resíduos. A importância da 
cana-de-açúcar é decorrente de sua múltipla utilidade, sendo empregada in natura, 
sob a forma de forragem para alimentação animal, ou como matéria-prima para a 
fabricação de rapadura, melado, aguardente, açúcar e álcool (LUI et al., 2011). 
O negócio da cana-de-açúcar no Brasil apresenta vultosos números. Dos 
valores de exportações do agronegócio em 2020 (dados disponíveis até fevereiro), o 
complexo sucroalcooleiro representou 8,18 % do total (AGROSTAT BRASIL, 2020). 
Os dados da última série histórica (2005/6 a 2018/19) trazem como média da área 
total colhida 7.944,5 mil hectares por ano, estimando para a safra corrente, 2019/20, 
8.481,2 mil hectares segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 
2020). A principal região produtora é Sudeste, com uma produção próxima a três 
vezes superior a segunda colocada, Centro-Oeste. Notoriamente, a região Sudeste 
deve sua posição isolada pela forte indústria sucroalcooleira do estado de São 
Paulo. A região Sul, por sua vez, teve a quarta maior área colhida, com 570,1 mil ha, 
distribuídos entre Paraná (569,1 mil ha) e Rio Grande do Sul (0,7 mil ha) (CONAB, 
2020). 
A análise da destinação da cana-de-açúcar na indústria sucroalcooleira é feita 
utilizando o conceito de açúcar total recuperável (ATR). Segundo a CONAB (2017), 
o ATR representa a quantidade útil de sacarose no caldo da cana-de-açúcar, e é a 
matéria-prima básica do processo de fabricação dos produtos finais. Do montante de 
ATR na safra 2018/19, 35,5 % foi destinado à produção de açúcar em todas suas 
formas, mostrando que a predominância do complexo sucroalcooleiro é para a 




representou 19,2% de todo ATR (CONAB, 2020). 
 
3.1.2 A cana-de-açúcar no estado do Rio Grande do Sul 
A produção de cana-de-açúcar no estado do Rio Grande do Sul (RS), apesar 
de pequena em relação à nacional, tem importância por estar tradicionalmente 
associada às atividades desenvolvidas em áreas de pequena propriedade e 
agricultura familiar, relacionadas à criação de gado e ao processamento artesanal de 
vários produtos, como melado, rapadura, açúcar mascavo e cachaça (SILVA, 2016b;  
SOARES et al., 2013). A experiência da AGASA (Açúcar Gaúcho S.A.) foi 
considerada como uma iniciativa de sucesso, apesar de hoje não existir mais 
(MALUF et al., 2008). 
Em 1974, a Comissão Especial para Estudo da Agroindústria Açucareira, da 
Assembleia Legislativa do Rio Grande do Sul, concluiu pela viabilidade da lavoura 
canavieira no estado, indicando maior potencial nas áreas localizadas nas regiões 
ecoclimáticas do Litoral Norte, Depressão Central e Alto Vale do Uruguai (MALUF et 
al., 2008). O Estado apresenta as áreas mais ao sul do Brasil com cultivo de cana-
de-açúcar, tendo potencial para ampliação da sua produção em área e produtividade 
(SILVA et al., 2016). Nota-se uma concentração na região norte do estado em 
detrimento do sul, provavelmente pelo fato de que a última apresenta menores 
temperaturas e risco marcante de geadas (SOARES et al., 2013). O Zoneamento 
Agrícola de Risco Climático para a cultura de cana-de-açúcar em regime de sequeiro 
no Estado do Rio Grande do Sul considera que, dentre os 497 municípios gaúchos, 
176 são indicados para o plantio de novas áreas destinadas à produção de etanol e 
açúcar e 204 municípios são indicados para o plantio destinado à produção de 
etanol, açúcar e outros fins (BRASIL, 2018). O RS dispõe de mais de 6 milhões de 
hectares com aptidão edáfica “recomendável” e praticamente 7 milhões de hectares 
com aptidão “pouco recomendável” (rf, restrição edáfica por fertilidade), facilmente 
potencializadas por meio de correção e manejo da fertilidade (ALBA; FLORES, 
2013). 
No Rio Grande do Sul, a cana pode ser plantada a partir do mês de setembro 
e a colheita pode iniciar a partir do mês de maio do próximo ano, conforme a região, 
data de plantio e maturação (MALUF et al., 2008). A época preferencial de plantio 




diante para cana soca e ressoca, quando as temperaturas baixas (entre 7 °C e 20 
°C) e os dias curtos de inverno, ao desativarem o crescimento, promovem a 
maturação, determinando um acúmulo de sacarose até o ponto de colheita (MALUF 
et al., 2008). Na região Sul, o frio funciona como indutor de maturação e de acúmulo 
de açúcar, o que nas regiões Norte e Nordeste ocorre através de períodos secos, de 
modo que os excessos hídricos de inverno no RS podem ser considerados sem 
importância (MALUF et al., 2008). Temperaturas em torno de 17 °C são benéficas 
para a maturação, mas temperaturas muito baixas, 2,5 °C ou menos, podem 
interromper ou limitar a maturação (MALUF et al., 2008). O RS tem, em média, maior 
insolação no verão que os estados da região Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste 
(MALUF et al., 2008). 
Enquanto o Brasil possui produtividade média de 72,8 t/ha, o RS fica bem 
abaixo, com 20,6 t/ha (SOARES et al., 2013). No entanto, estudos indicam que com 
bom manejo do solo e da planta, pode-se obter média de produção acima de 90 
t/ha/ano por 5 a 7 anos (SILVA, 2016a; SILVA et al., 2017). Como possíveis causas 
da alegada baixa produtividade do canavial gaúcho, aponta-se provavelmente o 
destino da produção: produção de cachaça artesanal, açúcar mascavo, melado e 
alimentação de gado  (SOARES et al., 2013). A cana de açúcar figurou entre as 
principais culturas agrícolas do RS nas safras de 2016 e 2017 (FEIX et al., 2017), o 
que ressalta a importância do cultivo para o estado. 
 
3.2 O caldo de cana-de-açúcar 
O caldo obtido da moenda da cana é popular em muitos países (BROCHIER 
et al., 2016; GARUD et al., 2017; SAXENA et al., 2016). O consumo de caldo de 
cana é muito popular no Brasil porque é considerado uma bebida refrescante e 
energética, a qual é vendida em restaurantes, supermercados, trailers e quiosques 
(FRATESCHI et al, 2013). O caldo de cana é uma bebida doce e barata, popular 
entre seus consumidores por causa de seu alto conteúdo em vitaminas e minerais, 
sendo rico em nutrientes como sacarose, frutose, glicose, aminoácidos e minerais 
(HUANG et al., 2015). A bebida hidrata rapidamente o corpo após prolongado calor 
e atividades físicas (KAYALVIZHI et al., 2016). O caldo de cana é um importante 
componente na indústria de sucos em toda a Ásia, onde vários tipos de bebidas à 
base de caldo de cana estão disponíveis no mercado, sendo ainda uma bebida 




(HUANG et al., 2015). 
O caldo de cana-de-açúcar é caracterizado como um líquido opaco, com cor 
variando de cinza a verde escuro (REZZADORI et al., 2013). É uma solução de 
sacarose, glicose e frutose, constituída de água (cerca de 82 %) e SST (em torno de 
18 %), sendo estes sólidos agrupados em açúcares orgânicos, não açúcares e 
inorgânicos (SANTOS, 2016). O teor de SST pode variar em função de fatores 
ambientais, época de colheita, entre outros fatores, estando geralmente entre 15 e 
25 ºBrix. O pH é pouco ácido, variando entre 5 e 6, sendo mais comum o intervalo 
5,2 - 5,4 (PRATI; CAMARGO, 2008). Sua composição varia com a variedade, idade 
e saúde da cana-de-açúcar, bem como com o solo e clima onde é cultivada 
(REZZADORI et al., 2013; BROCHIER et al., 2016). Legalmente, o caldo de cana é 
um suco, nos termos do Art. 18 do Decreto nº 6 871, de 04 de junho de 2009, e 
como tal, não deve ser fermentado, concentrado ou diluído, obtido exclusivamente 
da cana madura (BRASIL, 2009). A Instrução Normativa Nº 37, de 1º de outubro de 
2018, editada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, define suco 
de cana-de-açúcar ou garapa o produto obtido da parte comestível da cana, tendo 
como parâmetros mínimos 14 °Brix de sólidos solúveis totais, 5,5 de pH e 0,05 g de 
ácido cítrico por 100 g de caldo (BRASIL, 2018). 
O caldo de cana se constitui num sistema coloidal muito complexo, no qual o 
meio de dispersão é a água. Neste sistema, alguns constituintes, como os açúcares, 
as amidas e os aminoácidos, estão em dispersão molecular de difícil separação; os 
ácidos orgânicos e os sais minerais apresentam-se dissociados; e as matérias 
corantes, sílica, gomas, pectinas, proteínas e partículas de cera estão em estado de 
dispersão coloidal (PRATI; CAMARGO, 2008). A doçura é determinada pelo açúcar 
em maior concentração no produto e diferentes açúcares apresentam variável 
sensibilidade de doçura (HUANG et al., 2015). O nitrogênio é encontrado no caldo 
de cana, principalmente na forma de aminoácidos (30,5% do total de N) e amidas 
(24,1 % do total de N), existindo menores quantidades de proteínas e outros 
compostos, como nitratos (17,8 % do total de N) (PRATI; CAMARGO, 2008). O teor 
de coloides (gomas/polissacarídeos) presente no caldo é bastante dependente da 
quantidade e tipo de ternos de moagem, pressão hidráulica e quantidade de água de 
embebição, sendo estimado em 0,02-0,29% (PRATI; CAMARGO, 2008).  
Compostos fenólicos são importantes constituintes por serem responsáveis 




exemplo), sendo um dos mais abundantes antioxidantes na dieta humana 
(SANT’ANNA et al., 2013). Esses fitoquímicos podem modular a peroxidação de 
lipídeos envolvida na aterogênese, trombose e carcinogênese (ZHISHEN et al., 
1999). São metabólitos secundários, e sua estrutura consiste em diversos grupos 
hidroxilas ligados a anéis aromáticos (SANT’ANNA et al., 2013). Os compostos 
fenólicos do caldo de cana (principalmente ácidos fenólicos e flavonoides), assim 
como os de outras plantas, têm considerável função fisiológica e morfológica na 
planta (HAVSTEEN, 2002). Muitas classes de flavonoides apresentam atividade 
antioxidante em relação a uma variedade de compostos prontamente oxidáveis, 
podendo eliminar 02 e radicais superóxidos por simples transferência de elétrons 
(ZHISHEN et al., 1999). A oxidação desses compostos bioativos potencialmente leva 
a mudanças nas suas propriedades nutracêuticas (SANT’ANNA et al., 2013). 
 
3.3 Processamento do caldo de cana 
O caldo de cana é considerado um bom substrato para o desenvolvimento de 
um largo espectro de micro-organismos (BROCHIER et al., 2016). Geralmente, 
micro-organismos deteriorantes, como Leuconostoc, Enterobacter, Micrococcus, 
Lactobacillus, e micro-organismos patógenos, como coliformes, Salmonella e 
Bacillus, deterioram a qualidade das bebidas de cana (GARUD et al., 2017). A ação 
da PFO e POD sobre os compostos fenólicos do  caldo podem causar 
escurecimento do produto. Por esse motivo, o caldo de cana fresco não pode ser 
armazenado por longo tempo, devendo ser consumido logo após a sua extração. 
Assim, a fermentação e o escurecimento limitam a comercialização do caldo de cana 
(HUANG et al., 2015), que é, na maioria das vezes, vendido por comerciantes 
informais, sob precárias condições higiênico-sanitárias (REZZADORI et al., 2013). 
O processamento pode aumentar sua vida útil (HUANG et al., 2015), 
permitindo uma mais ampla comercialização do produto. Derivados de frutas e 
vegetais são geralmente pasteurizados ou esterilizados para assegurar sua 
segurança microbiológica e manter a qualidade sensorial e nutricional durante o 
armazenamento (HUANG et al., 2015). Embora o tratamento térmico possa reduzir a 
contagem microbiana do caldo de cana, esse processo pode causar reação de 
Maillard entre açúcares redutores e aminoácidos e também acelerar a destruição da 





O escurecimento enzimático tem sido evitado por métodos térmicos e 
químicos, mas as perdas causadas pelas altas temperaturas e tempos de 
processamento levam pesquisadores a estudar outras alternativas para a inativação 
enzimática (SAXENA et al., 2016). 
Há atualmente um aumento na demanda por produtos estáveis à temperatura 
ambiente, que sejam livres de conservadores químicos e de fácil utilização (SILVA; 
FARIA, 2006). Os consumidores buscam alta qualidade e segurança do alimento, 
bem como produtos naturais sem a adição de reagentes químicos (HUANG et al., 
2015). Além disso, existe um crescente interesse da população por alimentos com 
alto conteúdo de antioxidantes, sendo de grande importância a manutenção desses 
compostos durante o processamento (HUANG et al., 2015). A eficácia de um 
tratamento é amplamente determinada pela sua habilidade de reter componentes 
nutricionais termossensíveis, como, por exemplo, o ácido ascórbico (SAXENA et al., 
2016). Pesquisas nessa área permitem aumentar a vida útil, conservar sua 
qualidade nutricional e tornar o produto disponível para um amplo grupo de 
consumidores (KAYALVIZHI et al., 2016). Para viabilizar a ampla comercialização do 
caldo de cana, um método efetivo de conservação que possa controlar o 
crescimento microbiano e retenha a qualidade do caldo de cana fresco deve ser 
desenvolvido (HUANG et al., 2015). 
 
3.4 Enzimas de interesse presentes em caldo de cana 
Enzimas são biomoléculas responsáveis pela catálise de diferentes reações 
em sistemas biológicos (MOURA et al., 2007); são proteínas com atividade catalítica 
devido a seu poder específico de ativação e conversão de substratos em produtos 
(WHITAKER, 1996). 
As enzimas têm grande impacto na qualidade dos alimentos, acelerando 
reações de 103 a 1011 vezes e sendo altamente seletivas a seus substratos 
(WHITAKER, 1996). A velocidade das reações catalisadas por enzimas costuma ser 
diretamente proporcional à concentração de enzima ativa e dependente de modo 
complexo das concentrações de substrato, inibidores e cofatores, e também da 
temperatura e do pH (WHITAKER, 1996). A atividade enzimática é governada pelo 
seu sítio ativo de ligação, baseado na configuração tridimensional da molécula de 
proteína; alterações no sítio ativo de ligação ou desnaturação das proteínas podem 





A qualidade alimentar (textura, sabor e valor nutricional) de derivados de 
frutas e vegetais frescos ou processados pode ser influenciada pela atividade 
enzimática endógena residual até um certo ponto (HUANG et al., 2015). Estima-se 
que mais de 50% de algumas frutas tropicais sejam perdidas devido ao 
escurecimento enzimático, o que acomete também sucos e vegetais frescos, 
gerando esforços de pesquisa para o controle dessa atividade enzimática 
(WHITAKER, 1996). 
A atividade de enzimas naturalmente presentes em frutas e também no caldo 
de cana, como PFO e POD, promove mudanças indesejáveis na cor, textura, sabor, 
aroma e na composição nutricional. Consequentemente, essas enzimas são de 
grande interesse de estudo, e muito esforço tem sido feito para chegar a métodos de 
controle do escurecimento enzimático, sendo a indústria de alimentos bem 
consciente dessa necessidade em muitos alimentos (WALKER, 2001). 
 
3.4.1 Polifenoloxidase (PFO) 
Polifenoloxidase (EC 1.10.3.1), oficialmente 1,2-benzenodiol ou oxigênio 
oxidoredutase, é frequentemente chamada de tirosinase, polifenolase, fenolase, 
catecoloxidase, cresolase ou catecolase, dependendo do substrato alvo da enzima 
em maior quantidade no material em estudo (WHITAKER, 1996). De acordo com 
Walker (2001), são conhecidas também por difenoloxidases (DPO), compondo dois 
principais grupos: ο-DPO, conhecidas por catecolases, polifenoloxidases e 
tirosinases, e ρ-DPO, mais usualmente conhecidas como lacases. A PFO é uma das 
principais enzimas responsáveis pelo escurecimento do caldo de cana, consistindo, 
nesse produto, de duas frações, uma lábil e outra estável (SAXENA et al., 2016). 
Os mecanismos de ação da PFO variam ligeiramente, mas produzem 
diversos fenóis como produtos da catalisação. Compostos fenólicos como o ácido p-
hidroxibenzóico, catecol, ácido cafeico, gossipol e quercetina são encontrados em 
todos os tecidos vegetais, os quais podem, durante a maceração, ser oxidados a 
quinonas pelo oxigênio molecular em pH alcalino. Inicialmente, a PFO oxida ο-
difenóis a ο-benzoquinona, e os compostos formados, altamente reativos, podem 
reagir com os grupos sulfidril, α-amino e ε-amino irreversivelmente, sendo muito 




reação de escurecimento promovida pela PFO. 
 
 
Figura 2 – Reação de escurecimento promovida pela PFO (TARANTO et al., 2017). 
 
As quinonas também podem promover reações de condensação, tendo como 
resultado pigmentos marrons de alta massa molar, por vezes referidos como taninos, 
os quais permanecem altamente reativos e prontamente combinam-se com os 
grupos sulfidril e amino das proteínas (WHITAKER, 1996). Reações entre quinonas 
e grupo amino diminuem a digestibilidade e biodisponibilidade de proteínas 
compostas por lisina e cisteína; as ο-benzoquinonas reagem com o grupo ε-amino 
dos resíduos lisil de proteínas, insolubilizando proteínas e trazendo perdas 
nutricionais (WHITAKER, 1996). É importante destacar que essas reações de 
oxidação podem ocasionar também mudanças de textura e sabor nos alimentos. 
Qualquer dos grupo de PFO catalisam a oxidação de ο-DPO e ρ-DPO a suas 
respectivas quinonas, que podem reagir não-enzimaticamente em cadeia e formar 
pigmentos marrom escuros a pretos, conhecidos como melanoidinas (WALKER, 
2001). A ο-benzoquinona é instável e, posteriormente à oxidação das ο-DPO e ρ-
DPO, catalisa a oxidação não-enzimática por O2, que gera melaninas por 
polimerização, uma das responsáveis pelas características indesejadas de 
escurecimento de frutas e de seus derivados (WHITAKER, 1996). A PFO também 
oxida antocianinas, a partir da reação dessas com ο-benzoquinona através de um 
mecanismo não-enzimático, formando antocianinas oxidadas e produtos de 
degradação (WHITAKER, 1996). Nesse caso, contudo, as antocianinas tornam-se 
descoloridas e o mecanismo de ação se dá, primeiro, pela oxidação do pirocatecol a 
ο-benzoquinona, a qual oxida as antocianinas, formando compostos descoloridos 
(MARKAKIS,1982). 
Além da inibição ou destruição da enzima, há meios químicos de prevenção 
da ocorrência de escurecimento enzimático. Ações como eliminação de oxigênio e 




escurecimento, atuando na redução do produto inicial, ο-benzoquinona, evitando a 
formação de melanina; contudo, a mudança nos níveis dessas substâncias pode 
trazer novamente o escurecimento enzimático, dado que as enzimas continuam 
ativas (WHITAKER, 1996). Alguns fenóis não-substratos, como 4-hexilressorcinol e 
ácido benzóico, são inibidores efetivos de algumas PFO, em função de ligação 
competitiva desses inibidores no sítio de ligação do composto redutor (WHITAKER, 
1996). O escurecimento enzimático pode ser prevenido também pela alteração dos 
fenóis substratos, ligando-os ao polietilenoglicol, à polivinipolipirrolidona ou ao 
Sephadex® (gel reticulado de dextrana para filtração), bem como por metilação 
enzimática de um ou mais grupo(s) hidroxil do substrato fenólico, o que pode ser 
especialmente útil em sucos (WHITAKER, 1996). Segundo Walker (2001), com base 
em diversos autores, é possível controlar o escurecimento enzimático de PFO 
através da adição de ácido ascórbico, que reduz os quinoides resultantes da reação 
à seus fenóis de origem, ou da cisteína, que se combina com quinonas formando 
tioéteres sem cor, bloqueando qualquer reação posterior de formação de cores 
escuras. Contudo, o autor alega que a inibição da atividade enzimática efetiva deve 
envolver algum tipo de interação no sítio ativo de ligação da enzima, por exemplo, 
inibição por agentes quelantes de cobre ou ácidos cinâmicos. 
Em relação ao pH ótimo de atividade enzimática, a PFO beneficia-se de pH 
próximos à neutralidade (REZZADORI et al., 2013), tendo demonstrado atividade 
ótima na faixa de 6,1 a 6,3 (SIDDIQ; DOLAN, 2017). Chisari et al. (2007) 
encontraram valores de 4,0 e 4,5 em duas variedades distintas de morango. 
Carvalho; Orlanda (2017), pesquisando a atividade de PFO em buritis, encontraram 
o valor ótimo de pH 7,0, verificando completa inativação da enzima abaixo de pH 2,0 
e acima de pH 10,0. 
Chisari et al. (2007) encontraram como temperatura ótima para PFO valores 
entre 50 e 65 °C em morangos, observando cerca de 80 % da atividade máxima 
entre 40 e 65 °C e, por outro lado, baixa atividade em temperatura de 4 °C (16 a 32 
% da atividade máxima). Os mesmos autores verificaram que a estabilidade a 50 °C 
foi de 60 a 120 min, enquanto em 60 °C, após 20 min, já era possível atingir mais do 
que uma redução decimal. Carvalho; Orlanda (2017) avaliaram a estabilidade 
térmica de PFO de buriti em altas temperaturas, reportando que uma inativação de 
aproximadamente 60% foi alcançada em 4 min a 77 °C; na temperatura de 57 °C, foi 




(cerca de 11 %). 
 
3.4.2 Peroxidase (POD) 
Peroxidase (EC 1.11.1.7), oficialmente denominada como doador peróxido, 
hidrogênio-peróxido ou oxidoredutase, é uma enzima oxidativa que, assim como a 
PFO, tem ampla ocorrência em vegetais in natura e em produtos alimentícios 
processados à base de vegetais. Atua na reação enzimática com peróxidos, sendo 
sua atividade limitada pela disponibilidade de componentes aceptores de elétrons 
como radicais superóxidos, peróxido de hidrogênio e peróxidos lipídicos (CHISARI et 
al., 2007). A enzima reduz esses compostos, enquanto que um doador de elétrons é 
oxidado (BRITO et al., 2005). A POD pode participar da destruição de vitamina C, 
catalisar a perda de cor dos carotenoides na ausência de ácidos graxos insaturados 
e promover a descoloração de antocianinas, sendo que, em muitos casos, o produto 
da oxidação é colorido e serve como base para a determinação colorimétrica da 
atividade da POD (BRITO et al., 2005). A Figura 3 ilustra a reação de escurecimento 




Figura 3 – Reação de escurecimento promovida pela POD (CLERICI et al., 2014). 
 
Chisari et al. (2007) encontraram como pH ótimo para POD valores entre 6,0 
e 6,5 para duas variedades distintas de morango, observando decréscimo de 
atividade em pH mais ácido provavelmente devido à instabilidade da enzima nesse 
pH. Rojas et al. (2017; 2016) avaliaram a atividade de POD em água de coco 
utilizando pH 6,0 como sendo o pH ótimo para a enzima. Brito et al. (2005), em um 




atividade ótima em pH 4,5, verificando baixa atividade em pH inferior a 2,6 e superior 
a 7,0; além disso, foi observada estabilidade da enzima (mais de 80 % da atividade 
enzimática estava preservada) após 24 h a 50 °C na faixa de pH de 4,0 a 9,0. A 
grande variabilidade de respostas encontradas na literatura indica que a composição 
das matérias-primas influencia na atividade enzimática, havendo a necessidade de 
uma cuidadosa escolha dos parâmetros adotados de acordo com o produto em 
questão. Brochier (2018), determinando condições ideais para a atividade de POD 
em caldo de cana, verificou maior atividade enzimática entre pH 5,5 e 6,0, aduzindo 
ser essa a faixa normalmente encontrada no caldo de cana. 
Brito et al. (2005) observaram uma temperatura ótima de 45 a 55 °C para 
atividade da POD em abacaxi. Os autores verificaram que POD permaneceu estável 
após 30 min em temperaturas inferiores a 50 °C; por outro lado, a 70 °C a atividade 
reduziu a 15%, e a 80 °C, atingiu a inativação completa; não obstante, apenas 60 a 
120 s a 90 °C foram necessários para a inativação de POD. Em relação à 
regeneração, os autores verificaram que amostras tratadas a 75 °C por 10 min 
apresentaram 5 e 12 % de regeneração da atividade de POD após 3 h a 25 ºC e 24 
h a 5° C, respectivamente. 
Bagatini et al. (2018), em estudo de regeneração de POD em caldo de cana 
tratado de modo convencional e ôhmico, observaram diversos comportamentos em 
função da temperatura e do modo de tratamento. Em tratamento convencional, a 70 
°C, não observaram diferença significativa em relação à atividade enzimática inicial; 
a 80 °C, observaram aumento em 7 e 14 dias de armazenamento após tratamento 
térmico de 15 min, enquanto que após tratamento de 30 min, a regeneração foi mais 
alta e desde o começo do armazenamento, efeito atribuído à maior liberação de 
outros substratos para POD. Em aquecimento ôhmico, contudo, a regeneração 
enzimática decresceu após 30 min de tratamento a 80 °C graças aos efeitos não 
térmicos, segundo os autores. 
Chisari et al. (2007) encontraram valores de temperatura ótima de POD de 
aproximadamente 25 °C em morangos, observando progressiva diminuição da 
atividade em temperaturas acima de 30 °C, chegando a 90 % de inativação em 70 
°C. Por outro lado, observaram uma menor atividade a 4 °C (34 a 47 % da atividade 
máxima). Rojas et al. (2017; 2016) também relataram um temperatura ótima próxima 
a 24 °C para POD de água de coco. 




de 60 °C em caldo de cana, não obteve a temperatura ótima, indicando possível 
termorresistência da enzima e atividade máxima em temperatura ainda mais alta do 
que a máxima pesquisada. 
Chisari et al. (2007) verificaram que a atividade de POD a 50 °C após 60 min 
foi de cerca de 20 a 40 % da atividade máxima, sendo mais termolábil do que PFO. 
Essa constatação contrasta com a maioria das informações encontradas na 
literatura, que consideram POD um indicador de eficiência de tratamento térmico 
justamente por ser uma enzima com alta resistência térmica enzimática (ROJAS et 
al., 2017). 
Como é possível verificar, esses valores variam muito entre diferentes 
estudos e matérias-primas, havendo a necessidade de se procurar parâmetros em 
experimentos e matérias-primas mais próximas aos desejados. 
 
3.4.3 Isoenzimas 
Isoenzimas são enzimas de um único organismo que possuem 
qualitativamente a mesma atividade enzimática, mas diferenciam-se 
quantitativamente em atividade e estrutura por diferenças nas sequências de 
aminoácidos ou por modificações pós-translacionais, como glicosilação e ativação 
proteolítica, entre outras (WHITAKER, 1996). As enzimas podem ter muitos estados 
intermediários, relacionados aos diferentes valores de energia interna do sistema, 
estados que podem apresentar atividade enzimática igual, maior ou menor do que o 
estado inicial da enzima (ROJAS et al., 2017). 
As enzimas precisam de energia para passar de um estado a outro, de forma 
que, a todo aumento de energia do sistema, espera-se uma mudança 
conformacional, que pode mudar a atividade enzimática (ROJAS et al., 2017). As 
isoenzimas, frequentemente, têm estabilidades térmicas diferentes, trazendo 
dificuldade para que determinado tratamento, em uma dada temperatura, inative as 
enzimas por completo. Da mesma forma, isoenzimas podem apresentar diferenças 
na inibição por substrato (WHITAKER, 1996). 
A POD possui diversos perfis de resistência ao aquecimento por poder ter 
mais de uma atividade catalítica simultaneamente (BROCHIER et al., 2016). Por 
outro lado, a composição de PFO varia em diferentes plantas, sendo que os estudos 




termoestável, com diferentes sensibilidades térmicas: a fração lábil é mais facilmente 
inativada a 60-70 °C, enquanto a fração estável torna-se suscetível à inativação a 
80-90 °C (SAXENA et al., 2017). 
 
3.4.4 Inativação enzimática 
Inibidores enzimáticos são importantes meios de controle da atividade 
enzimática, ligando-se reversível e irreversivelmente às enzimas. Podem ser 
proteínas, carboidratos e outros tipos de moléculas, incluindo alguns produtos de 
catálise enzimática (WHITAKER, 1996). A inibição, segundo o autor, pode ser: 
 competitiva, quando o substrato e o inibidor competem pela ligação à enzima; 
 não-competitiva, quando o inibidor não compete com o substrato pela ligação à 
enzima, podendo ambos ligarem-se a ela simultaneamente; 
 incompetitiva, quando o inibidor não pode ligar-se à enzima livre, mas sim a um 
ou mais complexos intermediários; 
 alostérica, quando a ligação do inibidor à enzima se dá em múltiplas subunidades 
da mesma. 
A desnaturação das enzimas elimina a atividade enzimática, podendo ser 
alcançada por modificação química dos grupos essenciais do sítio ativo de ligação, 
por irradiação, por solventes orgânicos, por eliminação do substrato, por forças de 
cisalhamento, altas pressões e altas temperaturas (WHITAKER, 1996). Alterações 
de pH podem afetar a atividade enzimática, como já mencionado no item anterior. 
Alta temperatura também exerce influência ao desnaturar enzimas, ainda que possa 
aumentar a cinética enzimática das enzimas que permanecem ativas. 
Diversos processos aplicados aos alimentos inativam enzimas, 
intencionalmente ou não, mas nem todos eles levam à instantânea ou completa 
inativação (WHITAKER, 1996). É importante destacar a possível ocorrência de 
regeneração das enzimas, levando a atividade enzimática residual inclusive a níveis 
equivalentes aos observados nas condições anteriores aos pré-tratamentos. 
O branqueamento é uma técnica amplamente utilizada em vegetais e frutas in 
natura, aplicando-se temperaturas brandas para inativação de enzimas que 
impactam na qualidade do produto. O sucesso desses tratamentos é verificado a 
partir de indicadores termoestáveis, enzimas importantes nos diferentes alimentos e 




comuns usadas em controle de qualidade de processos em alimentos são a 
peroxidase em vegetais e frutas, a fosfatase alcalina em laticínios e produtos 
cárneos e a catalase em leite e alguns vegetais (WHITAKER, 1996). No caso do 
caldo de cana, a enzima indicadora é a POD. 
A energia absorvida de tratamentos como aquecimento ôhmico, campo 
elétrico pulsado, sonicação e radiação ultravioleta pode levar a mudanças na 
estrutura espacial da enzima, geralmente provocando uma parcial modificação 
estrutural, quando os sítios ativos de ligação podem ficar melhor expostos, 
aumentando a atividade enzimática. Contudo, quando sais e açúcares estão 
presentes, a modificação estrutural pode expor sítios de ligação a essas 
substâncias, podendo reduzir a atividade enzimática (AUGUSTO et al., 2015). 
A inativação enzimática por US, tecnologia utilizada nesse trabalho e 
abordada com mais detalhes no Item 3.5.1,  é primordialmente atribuída à cavitação, 
sendo tanto maior a inativação das enzimas quanto maior a intensidade de 
sonicação (DIAS et al., 2015). A inativação de enzimas monoméricas geralmente 
envolve tanto desfragmentação da enzima quanto formação de agregados, enquanto 
que enzimas poliméricas tendem a fragmentar-se em subunidades monoméricas 
durante a sonicação (DIAS et al., 2015). 
Embora o escurecimento enzimático causado por PFO e POD possa ser 
evitado por reversão ou bloqueio das reações de produção de produtos de coloração 
escura, a maior efetividade nesse objetivo é atingida através da inativação da 
atividade enzimática, sobretudo com métodos que envolvam algum tipo de interação 
no sítio ativo de ligação da enzima (WALKER, 2001). 
Illera et al. (2018), em estudo sobre inativação de PFO em suco de maçã 
através de termossonicação, afirmam que os efeitos sinérgicos entre temperatura e 
ultrassom são mais efetivos em maiores temperaturas, uma vez que maiores 
potências de sonicação originaram menores atividades enzimáticas residuais na 
temperatura mais alta estudada, 67 ºC. Comparando o tratamento convencional de 
suco de maçã à termossonicação, houve aumento da atividade de PFO no 
tratamento convencional nas temperaturas mais baixas (52 °C e 60 °C); para a 
termossonicação, por outro lado, em qualquer temperatura, houve diminuição da 
atividade enzimática, com resultado mais expressivo a 67 °C. 
Anaya-Esparza et al. (2017) pesquisaram a influência da termossonicação em 




54 °C, obtiveram 99 % de redução da atividade de PFO, atribuída ao efeito 
combinado de cavitação e temperatura no processo de desnaturação. Os autores 
obtiveram redução da atividade de PFO em qualquer das combinações de tempo (2, 
6 e 10 min) e temperatura (30, 40 e 50 °C) avaliadas; contudo não puderam avaliar 
os efeitos não térmicos por não terem estabelecido tratamentos controle com igual 
perfil térmico. 
Illera et al. (2018) estudaram o efeito de diferentes gases dissolvidos na 
inativação de PFO em termossonicação de suco de maçã. Com uso de nitrogênio 
líquido, foi obtida maior cinética de inativação em relação ao ar atmosférico. Com 
gás carbônico, as taxas iniciais de inativação não apresentaram diferenças em 
relação ao ar atmosférico, contudo taxas de reação maiores foram obtidas com a 
continuidade da termossonicação. Em todos os casos, a inativação de PFO foi maior 
com o uso de N2. 
Um dos mecanismos propostos para a inativação enzimática por US é a 
formação de radicais livres. Illera et al. (2018) estudaram a formação desses 
compostos em solução tampão de citrato de pH 3,9, termossonicada na presença de 
ar atmosférico, N2 e CO2. Os autores não observaram produção de H2O2 nos cinco 
primeiros minutos quando os gases eram ar e N2, e após isso, até 20 min de 
tratamento, estabeleceram uma relação linear na produção do composto em função 
do tempo, sem diferenças estatísticas entre os diferentes gases. Com o uso de CO2, 
o tempo sem formação de H2O2 aumentou para 15 minutos, mas os resultados ao 
fim do tratamento não diferiram dos demais gases, o que indica apenas uma inibição 
parcial de CO2 na produção de H2O2. Já na análise da produção de nitratos, a maior 
taxa foi obtida com o uso de N2, sem observar diferença entre os valores obtidos 
com o uso de CO2 e ar. A análise da produção de nitritos revelou taxas menores 
para N2 e CO2. Os resultados, para os autores, podem explicar parcialmente a maior 
inativação de PFO com o uso de gases em substituição ao ar atmosférico. 
 
3.4.5 Cinética de inativação enzimática 
A cinética de inativação enzimática no processamento de alimentos pode ser 
descrita por vários modelos matemáticos. Muitos estudos consideram apenas uma a 
quatro possibilidades de diferentes isoformas, o que pode ser visto como uma 




descrição dos dados experimentais; levando-se em conta a complexidade da 
inativação enzimática, modelos apropriados devem ser usados para representar 
esse mecanismo complexo (ROJAS et al., 2017). Grande parte dos estudos 
disponíveis na literatura utiliza principalmente os modelos de primeira ordem 
simples, de primeira ordem com duas frações, de primeira ordem em série e o 
modelo de Weibull. A Tabela 1 apresenta as distintas equações de modelos 
matemáticos para predição da atividade enzimática. 
Para Rojas et al. (2017), o modelo cinético mais usado é o clássico modelo de 
primeira ordem, que descreve o mais simples comportamento de inativação de uma 
enzima ao considerar apenas uma única isoforma, hipótese também defendida por 
Augusto et al. (2015). Essa equação considera que o mecanismo de inativação 
descreve a passagem das formas nativas da enzima para um único estado devido à 
desnaturação, considerando como apenas uma fração a ser inativada (AUGUSTO et 
al., 2015). 
 
Tabela 1 – Modelos cinéticos utilizados para predição de inativação enzimática. 
Modelo Equaçãoa 
*Primeira ordem 𝐴/𝐴  =  exp(−k · t) 
Distintas isoenzimas 𝐴/𝐴 =  𝐴 · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) + 𝐴 · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) 
*Duas frações 𝐴/𝐴  =  𝛼 · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) + (1 − 𝛼) · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) 








*Conversão fracional 𝐴/𝐴  =  𝐴 + (𝐴 − 𝐴 ) · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) 
*Distribuição de Weibull 𝐴/𝐴0 =  exp(−b · tn) 




=  𝛼 + [1 + (𝛼 · 𝑘 /𝑘 − 𝑘 ) − (𝛼 · 𝑘 /𝑘 − 𝑘 )] · 𝑒𝑥𝑝(−𝑘
· 𝑡) − [(𝛼 · 𝑘 /𝑘 − 𝑘 ) − (𝛼 · 𝑘 /𝑘 − 𝑘 )]
· 𝑒𝑥𝑝(−𝑘 · 𝑡) 
a A corresponde à atividade enzimática em um dado tempo t, A0 à atividade enzimática inicial (t = 0), k 
à constante da inativação enzimática em uma determinada temperatura (s-1), t ao tempo (s), b ao fator 
de escala (unidade) e n ao fator de forma. Fonte: Brochier et al. (2016). 
 
O modelo de Weibull é caracterizado por dois parâmetros: b, o fator de escala 
e n, o fator de forma (WEIBULL, 1952; WEIBULL; 1951). Quando aplicado a dados 
de sobrevivência, o modelo considera que organismos ou moléculas individuais em 
uma população não têm idêntica resistência e sensibilidade a agentes letais, e 




seja pura, em função das variações biológicas; no caso das enzimas, isso é notado 
pela existência de isoenzimas e agregados (moléculas que se ligam à enzima e 
exercem ação protetora) com diferente resistência ao aquecimento (ROJAS et al., 
2017). 
Para Saxena et al. (2017), no modelo de Weibull, a inativação enzimática é 
tratada como função da atividade enzimática residual, que depende de diversos 
fatores, como diferenças na intensidade do tratamento ou desenvolvimento de 
resistência ao aquecimento pela enzima. Brochier et al. (2016) aplicaram esse 
modelo para descrever a cinética de inativação de POD e PFO em caldo de cana, 
caracterizando o parâmetro b como sendo a taxa de reação térmica e o parâmetro n 
como determinador do formato da distribuição, sugerindo uma degradação contínua 
da enzima. 
A presença de diferentes frações de enzima e de estados intermediários pode 
resultar em uma cinética de inativação mais complexa. Duas frações enzimáticas 
são frequentemente observadas em estudos de inativação, envolvendo frações 
sensíveis e resistentes, trazendo a necessidade de um modelo de primeira ordem de 
duas frações, composto de uma constante de inativação da fração resistente e outra 
constante de inativação da fração sensível (AUGUSTO et al., 2015). 
Alguns casos de inativação enzimática podem ocorrer em duas etapas: uma 
equivale à desnaturação da enzima nativa a uma forma intermediária, que pode ter 
inativação maior ou menor do que a forma nativa. Na segunda etapa, a forma 
intermediária é inativada devido à desnaturação. Essa abordagem considera, então, 
dois estados da enzima, nativo e intermediário, cada um sendo inativado por cinética 
de primeira ordem, levando a um modelo de primeira ordem em série (AUGUSTO et 
al., 2015). 
Brochier et al. (2016), avaliando a performance de diversos modelos cinéticos 
para descrever a atividade de POD durante tratamento térmico via aquecimento 
ôhmico em caldo de cana, encontraram, em qualquer das condições, ajustes 
superiores utilizando o modelo de modelo de Weibull. Os autores reportaram um 
ajuste ainda menos adequado com os modelos de primeira ordem e primeira ordem 
multicomponente, justificando o fato por POD ser uma isoenzima e que, portanto, 
tem muitas isoformas de resistência atuando simultaneamente. 
Augusto et al. (2015) pesquisaram a influência de tratamento ultravioleta em 




cinética de primeira ordem, já que duas regiões foram claramente identificadas 
quando a escala logarítmica foi utilizada. A taxa de inativação mudou após 20 min, 
quando a enzima passou a ser mais resistente ao fotoprocessamento. 
Consequentemente, apesar de o modelo de primeira ordem ter tido bom ajuste 
estatístico, a cinética enzimática não encontrou boa correlação com o modelo em 
atividades muito baixas (em torno de 5 % do valor inicial). Assim, o modelo de duas 
frações e o modelo de primeira ordem em série também foram testados, e, embora 
todos tenham tido bom ajuste estatístico, o que melhor adaptou-se aos dados foi o 
modelo fracional, sugerindo que POD tenha duas frações, inativadas 
simultaneamente. No estudo citado, também foi estudada a inativação de PFO, não 
tendo sido possível a modelagem dos dados de inativação ao modelo de primeira 
ordem, tendo ajustado-se melhor ao modelo de duas frações e, com menor acerto, 
ao modelo em série. 
Illera et al. (2018), estudando a cinética de inativação de PFO em 
temperaturas de 52 a 67 °C através dos modelos de primeira ordem e de Weibull, 
observaram um aumento da constante de inativação enzimática e diminuição do 
valor de redução decimal com o aumento da temperatura no modelo de primeira 
ordem. No modelo de Weibull, através dos fatores de escala e de forma (b e n), 
houve diminuição do tempo de redução decimal com o aumento da temperatura em 
comparação aos valores obtidos pelo modelo de primeira ordem, o que trouxe 
ressalva dos autores em relação a uma possível superestimação do tempo de 
processamento para inativação de PFO se o modelo de primeira ordem fosse 
utilizado. Ao estudar a inativação enzimática de PFO provocada por diferentes 
gases, os autores obtiveram melhor ajuste dos dados ao modelo de Weibull, em 
relação ao modelo de primeira ordem. 
 
3.5 Tecnologias emergentes para processamento de alimentos 
Os processos térmicos são amplamente utilizados na indústria de alimentos, 
em especial para diminuição ou eliminação de enzimas e micro-organismos. 
Atualmente, a pasteurização e a esterilização convencional, utilizando trocadores de 
calor, entre outros equipamentos, para aquecer os alimentos por 
condução/convecção, ainda ocupam uma posição dominante na indústria de 
alimentos. Uma das principais aplicações das tecnologias emergentes é a 




permitindo a conservação dos alimentos (JERMANN et al., 2015). 
Apesar dos claros benefícios dos tratamentos térmicos, especialmente sobre 
a segurança dos alimentos e o tempo de prateleira, seus efeitos negativos também 
são conhecidos. Os processos tradicionais ainda são limitados por proporcionarem 
baixa eficiência de transferência de calor e sobreaquecimento devido ao tempo 
necessário para conduzir calor suficiente até o centro térmico dos alimentos 
(PEREIRA; VICENTE, 2010). As mudanças na composição nutricional e nas 
características sensoriais são os principais fatores críticos desses processos. 
Nesse contexto, além do contínuo esforço na obtenção da melhoria de 
processos tradicionais, tecnologias inovadoras têm sido estudadas. As chamadas 
tecnologias emergentes dividem-se em tecnologias térmicas (aquecimento ôhmico, 
micro-ondas, radiofrequência, infravermelho, entre outras) e não térmicas (campo 
elétrico pulsado, ultravioleta, irradiação, alta pressão hidrostática, ultrassom, por 
exemplo). Essas tecnologias vêm sendo desenvolvidas desde o começo do século 
XX ou antes, no entanto algumas delas ainda não são adotadas em larga escala 
(JERMANN et al., 2015). 
Devido a evidências científicas e maior difusão do conhecimento, os 
consumidores atualmente desejam alimentos não apenas com vida de útil estendida, 
mas também com melhorias na  segurança e na  qualidade sensorial e nutricional 
(JABBAR et al., 2014). O desenvolvimento das tecnologias emergentes no 
processamento de alimentos vai ao encontro das necessidades do consumidor 
sobre alimentos seguros, saudáveis e minimamente processados (KNORR et al., 
2011). Não obstante, as tecnologias emergentes frequentemente representam maior 
eficiência energética, representando processos mais limpos e ambientalmente 
amigáveis. 
Além da abordagem da eficiência em segurança dos alimentos e preservação 
ambiental, há de se considerar também os fatores relacionados ao custo de 
operação, já que sistemas modernos que não tenham boa adequação financeira 
dificilmente seriam adotados, assim como sistemas em uso podem ser facilmente 
substituídos por outros mais modernos que apresentem melhor custo operacional. 
Há, evidentemente, espaço para a melhoria da eficiência energética e para a 
redução de custos das tecnologias tradicionais. Segundo Jermann et al. (2015), o 
custo das tecnologias emergentes ainda é alto, o que limita a sua difusão, fato 





As tecnologias emergentes no processamento de alimentos, sejam térmicas 
ou não térmicas, muito interessam à pesquisa científica e mesmo às indústrias, 
contudo enfrentam obstáculos, como a falta de estudos comprobatórios de efeitos de 
destruição sobre micro-organismos e enzimas e o custo relativamente alto de 
implantação, apesar do apelo que o uso desses diferenciais possa ter na agregação 
de valor ao produto. Ainda que alguns avanços tecnológicos venham sendo 
desenvolvidos desde o começo do século XX, suas aplicações em alimentos 
continuam em uma fase que necessita de um volume substancial de pesquisas para 
provar sua viabilidade pragmática (JERMANN et al., 2015). Alguns dos efeitos na 
conservação e na qualidade de muitos alimentos tiveram inúmeras revisões e 
constituem informações valiosas para aprovação de regulamentações e como apoio 
para decisões de investimentos de indústrias alimentícias (PEREIRA; VICENTE, 
2010). Estudar as tecnologias emergentes e a otimização de seus parâmetros para o 
processamento de alimentos é, portanto, uma das principais tarefas da área de 
Tecnologia de Alimentos. Limitações correntes ligadas ao alto custo, controle 
incompleto de variáveis associadas à operação dos processos e a falta de 
aprovação regulatória têm atrasado uma ampla implementação dessas tecnologias 
em escala industrial (JERMANN et al., 2015). 
Dentre as tecnologias emergentes, o ultrassom se destaca por ser uma 
tecnologia que pode ser utilizada de forma combinada com outros processos, como 
com o próprio tratamento térmico. A combinação de tecnologias térmicas (incluindo 
as convencionais) e não-térmicas pode resultar em otimização do tempo de 
processamento e na melhoria das qualidades nutricionais, físico-químicas e 
sensoriais (LI; FARID, 2016). 
 
3.5.1 Ultrassom 
O ultrassom é considerado uma tecnologia não térmica, apesar de dissipar 
calor e aumentar a energia do sistema onde está sendo aplicado. Essa tecnologia 
consiste em aplicar em um meio ondas sonoras com frequências acima do limite de 
audição humana, normalmente mais altas que 20 kHz (RASO; BARBOSA-
CÁNOVAS, 2003). 




ou mecânica em energia sonora. O US pode ter duas faixas de aplicação em 
processamento de alimentos. US de alta frequência (2 - 10 MHz) e baixa potência 
(até 10 W/cm2) não causa alterações físicas e químicas nas propriedades da 
matéria, como composição, estrutura e estado físico (GARUD et al., 2017). É 
utilizado para análise e diagnóstico, em testes não destrutivos de processamento de 
alimentos, provendo informações sobre as propriedades físico-químicas dos 
alimentos e auxiliando na percepção de conformidades e na monitoria da qualidade 
de processos e produtos. Já o US de baixa frequência (20 - 100 KHz) e alta potência 
(10 a 1000 W/cm2) promove modificações na estrutura e composição dos alimentos, 
auxiliando em processos de emulsão, homogeneização, modificação de textura, 
melhoria da transferência de massa em processos de extração e cristalização, 
desintegração celular, entre  outros (GARUD et al., 2017; KNORR et al., 2011). 
O tratamento ultrassônico tem sido reportado como atrativo para a área de 
ciência e tecnologia de alimentos (KNORR et al., 2011; CAO et al., 2010) em função 
dos promissores efeitos no processamento e conservação (CAO et al., 2010), já que 
ocasiona poucas mudanças nos constituintes dos alimentos e pode ser utilizado em 
combinação com outras tecnologias, tradicionais ou emergentes. O US pode ser 
aplicado em muitas etapas do processamento de alimentos, como por exemplo em 
operações de limpeza, corte, emulsificação, homogeneização, extração, modificação 
de viscosidade e de textura, cristalização e redução de micro-organismos e enzimas, 
sendo principalmente usada em fluidos e fluidos contendo partículas (JERMANN et 
al., 2015). 
A escolha de tratamento com uma das faixas depende unicamente dos 
objetivos a serem alcançados. Em baixas intensidades e amplitudes, a pressão das 
ondas induz transmissão acústica, enquanto altas intensidades e amplitudes 
resultam no processo de cavitação (KNORR et al., 2011). A Figura 4 ilustra a 
cavitação durante sonicação de caldo de cana. O US se propaga no meio líquido e  
transfere energia, aumentando a temperatura do meio, o que permite quantificar a 





a)   b)  
Figura 4 – Bolhas de cavitação em caldo de cana tratado a 80 °C e 75 % de amplitude: a) célula com 
caldo de cana em sonicação, b) bolha de cavitação em destaque. 
 
O US pode ser propagado em um líquido como compressão alternada; 
havendo suficiente energia, ocorre a cavitação, que é a formação, aumento e rápido 
colapso de bolhas microscópicas (RASO; BARBOSA-CÁNOVAS, 2003). Essas 
microbolhas de cavitação são geradas devido às diferenças de pressão, colapsando 
violentamente nos sucessivos ciclos da propagação de uma onda sônica (TIWARI et 
al., 2008). Como consequência, tem-se altas temperaturas localizadas, de mais de 
5000 K, pressões de mais de 50000 kPa e grande efeito de cisalhamento; 
consequentemente, intensos níveis de energia e pressão locais geram algo como 
um efeito localizado de pasteurização sem causar um significante aumento na 
temperatura do meio (TIWARI et al., 2009). A Figura 5 ilustra o desenho 




Figura 5 – Desenho esquemático da formação de bolhas de cavitação (Yariv et al., 2015). 
 
 
A cavitação e os fenômenos associados são responsáveis pela maioria dos 




A Figura 6 exibe a transmissão acústica em torno a uma bolha de cavitação. Em 
muitos casos, esses fenômenos, apesar de amplamente conhecidos, não foram 
estudados a fundo em escala industrial. Cavitação, microtransmissão, diferença de 
pressão acústica e aquecimento localizado são fenômenos que levaram a muitas 




Figura 6 – Transmissão acústica em torno a uma bolha de cavitação (THO et al., 2007). 
 
Apesar do interesse recente, a utilização de US em alimentos encontra suas 
primeiras referências no começo do século XX. Pesquisas sobre a potencialidade do 
US no processamento de alimentos remontam à década de 1920 (KNORR et al., 
2011). A utilização em escala industrial necessitou algumas décadas para ter as 
primeiras experiências. O corte ultrassônico foi adotado na década de 1950, 
enquanto o fechamento de embalagens e a solda de plásticos foram adotados 
algumas décadas mais tarde, em 1990 (KNORR et al., 2011). 
Em função do tempo em que US vem sendo estudado, da versatilidade de 
resultados e do interesse que desperta à indústria de alimentos, há muito campo de 
pesquisa explorado; contudo, ainda há espaço para mais conhecimento. O estado 
da arte atual da pesquisa de US na indústria alimentícia engloba temas como testes 
não destrutivos, medição de textura, estimulação de células viáveis, desidratação 
osmótica, leito fluidizado, extrusão, extração, homogeneização/emulsificação, 
inativação de micro-organismos e enzimas (KNORR et al., 2011). Numa pesquisa de 
opinião realizada por Jermann et al. (2015), foi constatado uma baixa expectativa 




indústria de bebidas (50 %). Os autores acreditam que os resultados devem-se ao 
fato de as aplicações mais comuns da tecnologia serem em emulsificação e 
diminuição de espuma em bebidas, bem como em limpeza de barris na produção de 
vinho. 
O uso de US no processamento de alimentos se dá em três principais 
aspectos: estimulação de reações microbiológicas e enzimáticas, conservação de 
alimentos (assistência aos tratamentos térmicos) e melhoria dos processos de 
transferência de massa (principalmente secagem e extração) (KNORR et al., 2011). 
Destaca-se também os efeitos combinados de US e outras tecnologias, sejam 
convencionais ou emergentes. US combinado com calor, conhecido como 
termossonicação, é considerado um alternativa para o processamento de alimentos, 
uma vez que reduz o tempo/temperatura de exposição do produto ao calor quando 
comparado com os tratamentos  térmicos convencionais (GARUD et al., 2017). O 
processamento térmico pode ser melhorado com microtransmissão nas camadas 
limite do fluido, na redução de formação de películas pela cavitação, e maior 
formação de bolhas de gás durante a evaporação (KNORR et al., 2011). 
Outro potencial interesse de aplicação da tecnologia ultrassônica é para a 
ativação ou inativação de enzimas. Efeitos positivos de ativação da atividade 
enzimática são encontrados com uso de US de baixa energia (KNORR et al., 2011), 
que atuam promovendo contato entre enzima e substrato (ROJAS et al., 2016). Para 
a inativação de enzimas, utiliza-se o US de alta energia. Verifica-se na literatura que 
a inativação de enzimas pode ser mais dificultosa do que a de micro-organismos, o 
que se explica, em síntese, por serem moléculas de maior resistência, por terem a 
capacidade de regeneração e pela ocorrência de isoenzimas. Estudos envolvendo 
ultrassom e atividade enzimática devem ser realizados caso a caso para que sejam 
elucidados efeitos de ativação e inativação, uma vez que complexos fenômenos 
estão envolvidos, como mudanças conformacionais variáveis nas enzimas, 
sobretudo mudanças estruturais das proteínas que podem modificar a atividade 
enzimática (ROJAS et al., 2017). 
Múltiplos fatores influenciam a inativação enzimática durante o 
processamento ultrassônico, desde fatores externos, como condições ambientais, 
condições de operação, temperatura, tempo de processamento, densidade de 
potência ou intensidade e frequência, até fatores intrínsecos, como características 




delas (ROJAS et al., 2017). De fato, as propriedades dos diferentes alimentos (pH, 
atividade de água, pressão de vapor, força iônica, composição) e dos processos 
(tipo de equipamento, poder volumétrico, frequência, intensidade, amplitude, 
geometria e distribuição de ondas) influenciam a atividade enzimática (ROJAS et al., 
2016). A pesquisa envolvendo inativação de enzimas encontra resultados superiores 
utilizando termossonicação, manossonicação ou manotermossonicação, em 
detrimento à aplicação de US apenas (KNORR et al., 2011). US por si só é 
geralmente menos eficiente na inativação enzimática do que o tratamento térmico 
convencional, e por isso, a termossonicação é mais efetiva na inativação (ROJAS et 
al., 2017). 
Saeeduddin et al. (2015) relatam uma tendência de diminuição da atividade 
enzimática para PFO, POD e pectinametilesterase em suco de pera com o aumento 
da temperatura de termossonicação. Para os autores, o aquecimento e as forças 
mecânicas do US têm um efeito sinérgico na inativação enzimática, possibilitando 
atingir os resultados esperados em menor temperatura. Abid et al. (2014) avaliaram 
a aplicação de termossonicação em temperaturas de 20 a 60 °C para redução da 
atividade de POD, PFO e pectinametilesterase e verificaram uma  baixa redução de 
atividade em tratamentos de menor temperatura, o que corrobora os achados acima 
mencionados. Rojas et al. (2017), em um estudo sobre a influência de sonicação na 
atividade enzimática de POD de água de coco, concluíram que um tratamento com 
US por 30 min, 50 % de potência, sem assistência de tratamento térmico, promoveu 
apenas cerca de 27 % de inativação, sugerindo que tempos longos de tratamento e 
potências altas sejam empregadas. 
Destaca-se que, após uma vasta pesquisa bibliográfica, nenhum estudo que 
avaliasse a aplicação de US para inativação de enzimas oxidativas em caldo de 





4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Nesse capítulo, são apresentados os materiais e equipamentos utilizados 
para a realização dessa pesquisa, bem como a metodologia empregada para 
realização dos experimentos e análise dos resultados. A pesquisa foi conduzida no 
Laboratório de Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA), pertencente ao 
Departamento de Engenharia Química (DEQUI), bem como no Laboratório de 
Química e Processamento de Alimentos e no Laboratório de Equipamentos 
Especiais, do Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos (ICTA), ambos da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 
 
4.1 Caldo de cana-de-açúcar 
A cana-de-açúcar foi doada por uma propriedade rural situada no município 
de Veranópolis, RS, coordenadas geográficas 28°56’10”S e 51°32’58”O. A cana-de-
açúcar, de variedade nativa, foi oriunda de canavial de 5 anos, em sistema de 
rebrota, colhida e moída em moenda mecânica. Após extração, o caldo foi 
homogeneizado, armazenado em sacos plásticos de polipropileno em volumes 
individuais de 150 mL e congelado em freezer doméstico a -18 °C. O transporte das 
amostras foi feito em recipiente com isolação térmica e manutenção da temperatura. 
Para realização dos experimentos, o caldo foi descongelado em banho de água à 
temperatura ambiente, sendo então homogeneizado e conservado em banho de 
gelo até a posterior utilização. 
Foram utilizados três distintos lotes de caldo, de modo que o produto fosse 
conservado congelado o menor tempo possível, a fim de manter suas características 
e não interferir nos experimentos. Vale ressaltar que as diferentes etapas da 
pesquisa foram conduzidas com um único lote, de modo a permitir sempre 
uniformidade entre a matéria-prima do controle e os tratamentos de cada etapa. O 
Lote I foi extraído em janeiro de 2019, o Lote II na primeira quinzena de agosto de 
2019 e o Lote III na segunda quinzena de agosto de 2019. 
 
4.2  Caracterização do caldo de cana 
O caldo de cana in natura foi caracterizado através das principais análises 




solúveis totais (°Brix) por refratômetro digital (MA871, Milwaukee Instruments, Rocky 
Mount, EUA), atividade de água em determinador digital (LabMaster-aw, Novasina, 
Lachen, Suíça), pH por potenciômetro digital (DM - 22, Digimed, São Paulo, Brasil) e 
condutividade elétrica por condutivímetro digital (DM - 32, Digimed, São Paulo, 
Brasil). Também foram realizadas as análises de cor, compostos fenólicos totais, 
flavonoides totais, atividade de PFO e de POD, detalhadas na sequência. 
 
4.2.1 Análise da cor 
A cor das amostras foi determinada utilizando o método CIELab, com leitura 
dos espaços de cor L*, a* e b* através de dois colorímetros: para o Lote I e para os 
experimentos de cinética da atividade enzimática em diferentes temperaturas (item 
4.5), foi utilizado um colorímetro portátil (CR-400, Konica Minolta, Tóquio, Japão), e 
para todos os demais, foi utilizado um colorímetro de bancada (ColorQuest XE, 
Hunter Lab, Reston, EUA). O espaço de cor L* refere-se à luminosidade da amostra, 
variando entre 0 e 100, equivalendo a preto e branco, respectivamente. Os espaços 
a* e b* variam entre -60 e 60, referindo-se, respectivamente, à variação 
verde/vermelho e azul/amarelo. Foi calculada a diferença total de cor (∆E), conforme 
a equação 1 (CIE, 2004). Valores de ∆E iguais ou superiores a 2 indicam mudanças 
de cor perceptíveis à visão humana (MESNIER et al., 2014). A Figura 7 demonstra a 
esfera esquemática CIELab ilustrando os parâmetros estudados. 
 








4.2.2 Análise de compostos fenólicos totais 
Os compostos fenólicos totais foram determinados por espectrofotometria UV-
Vis (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Japão), conforme metodologia preconizada por 
Waterhouse (2001). Para realização da técnica, 200 µL de amostra foram diluídos 
em 850 µL de água destilada, adicionados de 100 µL de reagente de Folin - 
Ciocalteau e 850 µL de solução aquosa a 7 % de carbonato de sódio. As amostras 
ficaram em repouso por uma hora e depois foram submetidas à leitura da 
absorbância a 765 nm, sendo os resultados obtidos por meio de equação da curva 
de calibração previamente realizada (equação 2). 
 
𝑦 = 0,0098𝑥 + 0,0378 (R² = 0,9976)     (Eq. 2) 
 
4.2.3 Análise de compostos flavonoides totais 
Os compostos flavonoides totais foram determinados por espectrofotometria 
UV-Vis (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Japão), conforme metodologia preconizada por 
Zhuang et al. (1992). Para tanto, 250 µL da amostra foram diluídos em 1.250 µL de 
água destilada e adicionados de 75 µL de solução aquosa a 5 % de nitrito de sódio. 
A mistura foi agitada e deixada em repouso por cinco minutos. Posteriormente, foi 
adicionado 150 µL de solução aquosa de 10 % de cloreto de alumínio, deixados em 
repouso de 6 minutos. Em seguida,  500 µL de solução de hidróxido de sódio 1 M e 
775 µL de água destilada foram adicionados à mistura, que foi submetida à leitura de 
absorbância a 510 nm, sendo os resultados obtidos por meio de equação da curva 
de calibração previamente realizada (equação 3). 
 
𝑦 = 0,0017𝑥 + 0,0198 (R² = 0,9976)     (Eq. 3) 
 
4.2.4 Atividade enzimática de PFO 
A análise de atividade de PFO foi realizada de acordo com protocolo descrito 
por Walker (2001), modificado por Brochier et al. (2016). Cada amostra compôs uma 
solução 1:5 (m:v) com tampão fosfato - citrato pH 5,4 (tampão McIlvaine) (WALKER, 
2001). Para tanto, foram tomados 3 g de caldo de cana em um tubo tipo falcon de 15 
mL, medidos através de balança semianalítica (BK 2000, Gehaka, São Paulo, 




micropipeta, agitando-se o montante em agitador tipo vortex (AP-56, Phoenix, 
Araraquara, Brasil), formando o chamado extrato enzimático. Por fim, o extrato foi 
centrifugado por 10 min a 6.000 rpm e 4 °C (5000R, CIENTEC, Belo Horizonte, 
Brasil). 
Uma alíquota de 0,25 mL do extrato foi acondicionada em cubeta de acrílico 
de 1,5 mL, adicionada de 1,10 mL do mesmo tampão e de 0,20 mL de solução de 
catecol 0,6 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), homogeneizada rapidamente e lida 
em espectrofotômetro (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Japão) na absorbância de 420 
nm a 25 °C. A mudança de coloração foi monitorada por 3 min, sendo realizada uma 
leitura por segundo. A atividade enzimática de PFO, denominada A, foi determinada 
a partir da variação na absorbância por minuto (Δabs/min) e dividida por 0,001; para 
tanto, foi utilizada somente a porção linear da curva, usando regressão linear. Uma 
unidade de atividade de PFO é definida como a quantidade de enzima que produz   
1 μmol de aduto (catecol oxidado) por minuto nas condições descritas (CHISARI et 
al., 2007). As análises foram realizadas em triplicata para cada ponto experimental, 
e o branco foi obtido pela substituição da amostra por água destilada. 
 
4.2.5 Atividade enzimática de POD 
A análise de atividade de POD foi realizada de acordo com protocolo descrito 
por Chisari et al. (2007), modificado por Brochier et al. (2016). O extrato enzimático 
foi preparado conforme procedimento descrito no Item 4.2.4. Uma alíquota de 0,50 
mL do extrato foi acondicionada em cubetas de acrílico de 1,50 mL, adicionada de 
0,75 mL do mesmo tampão, de 0,10 mL de solução de peróxido de hidrogênio 1 % 
(Labsynth, Diadema, Brasil) e de 0,25 mL de solução de guaiacol 0,5 % v/v 
(Dinâmica, Indaiatuba, Brasil), homogeneizada rapidamente e lida em 
espectrofotômetro na absorbância de 460 nm a 25 °C. A mudança de coloração foi 
monitorada por 3 min, sendo realizada uma leitura por segundo. A atividade 
enzimática de POD foi calculada da mesma forma que a descrita no Item 4.2.4. Uma 
unidade de atividade de POD é definida como a quantidade de enzima que oxida     
1 μmol de guaiacol por minuto nas condições descritas (CHISARI et al., 2007). As 
análises foram realizadas em triplicata para cada ponto experimental, e o branco foi 





4.3 Tratamento Controle 
O tratamento controle constou de experimentos que visavam a reproduzir um 
tratamento térmico convencional, através do uso de célula de vidro encamisada 
acoplada a um sistema de válvulas que permitia a entrada de água de dois banhos 
termostáticos quentes, uma para rápido aquecimento, outro para manutenção da 
temperatura. Os tratamentos controle, portanto, serão chamados de convencionais 




Figura 8 – Sistema utilizado para o aquecimento convencional: a) banho de aquecimento, b) banho 
de manutenção, c) painel de válvulas de aquecimento, d) célula encamisada, e) agitador magnético, f) 
sistema de aquisição de dados. 
 
O experimento controle foi realizado com o mesmo perfil de temperaturas 
utilizado nos experimentos com US para possibilitar a avaliação dos efeitos não 
térmicos da tecnologia do US sobre a inativação das enzimas, assim como sobre 
parâmetros físico-químicos da matéria-prima estudada. 
Para cada tratamento, utilizou-se 110 mL de caldo de cana. Dessa forma, 
iniciou-se o tratamento com o uso do banho de aquecimento regulado a 100 ºC 
(Alpha A 6, Lauda, Lauda-Königshofen, Alemanha) até atingir a temperatura de 
tratamento (de 1,6 min a 3,6 min) quando suspendeu-se a passagem de água pela 
camisa do banho anterior e iniciou-se a passagem de água do banho de 
manutenção (Alpha RA 8, Lauda, Lauda-Königshofen, Alemanha), com temperaturas 
específicas para cada tratamento (50 a 80 °C). 
Durante o experimento, as amostras foram constantemente agitadas 
utilizando um agitador magnético (752A, Fisatom, São Paulo, Brasil). A execução 
dos experimentos foi monitorada através de um data logger (FieldLogger, Novus, 










As amostras foram mantidas a temperatura constante de estudo e coletadas em 
intervalos de tempo específicos em cada etapa da pesquisa (de 0 a 25 min), sendo, 
em seguida, imediatamente resfriadas em banho de gelo. 
 
4.4 Tratamento ultrassônico 
O tratamento ultrassônico foi realizado utilizando os mesmos equipamentos 
que o tratamento controle, acoplando à célula um ultrassom tipo sonda de 1,2 cm de 
diâmetro e frequência de 20 kHz (Sonics modelo VC 750, Newtown, EUA), de modo 
a constituir um sistema de ultrassom de alta potência assistido termicamente 




Figura 9 – Equipamento de termossonicação: a) banho de aquecimento, b) banho de manutenção, c) 
painel de válvulas de aquecimento, d) célula encamisada, e) agitador magnético, f) sistema de 
aquisição de dados, g) equipamento de US, h) sonda de US acoplada aos sensores de temperatura. 
 
A intensidade de sonicação variou conforme o objetivo de cada experimento, 
de 75 a 100 % de amplitude, portanto sempre em tratamentos de baixa frequência e 
alta potência. As temperaturas de processamento foram as mesmas utilizadas nos 
tratamentos controle, o que permitiu, como já descrito, mensurar os efeitos não 
térmicos da tecnologia do US sobre a inativação das enzimas e sobre outros 
parâmetros físico-químicos estudados. Para tanto, o banho de manutenção teve 
temperaturas inferiores às dos experimentos controle (de 35,5 a 68,5 °C), 
neutralizando o aumento de temperatura causado pela sonicação. O ultrassom, em 
todos os casos, foi aplicado somente na fase isotérmica (após a rampa de 













4.5 Cinética de inativação em diferentes temperaturas – Etapa I 
Os experimentos de cinética de inativação da POD em diferentes temperaturas 
foram realizados utilizado o caldo de cana do Lote I e serão referidos doravante 
como etapa I desse trabalho. A Figura 10 apresenta o fluxograma para realização 
dessa etapa. Os procedimentos consistiram em processar o caldo de cana em 
diferentes temperaturas: 50, 60, 70 e 80 °C ± 2 ºC. Para cada temperatura, foram 
feitos os tratamentos controle (Item 4.3) e com sonicação (Item 4.4), em triplicata. 
Antes do início do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. O caldo foi 
aquecido com o banho de aquecimento até a temperatura desejada, quando foi 
substituído pelo banho de manutenção, ocasião em que se fez a coleta do tempo 0 
min. Na fase isotérmica, foram coletadas amostras nos tempos 2,5, 5, 10, 15, 20 e 
25 min. Nos experimentos com sonicação, o ultrassom foi aplicado a partir do tempo 
zero, num regime de 75 % de potência e pulsos a cada 10 s, durando 20 s. As 
amostras coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim 
mantidas até serem analisadas, determinando-se a atividade de POD segundo 
descrito no Item 4.2.5, e a cor, conforme descrito no Item 4.2.1. 
Para PFO, devido à sua menor resistência térmica, foram realizados 
experimentos somente na temperatura de 50 °C, conforme descrito no Item 4.2.4.  
Para esses ensaios, foi utilizado o caldo de cana do Lote II. O caldo foi processado 
utilizando potência de 75 % e regime de pulsos a cada 10 s, durando 20 s. Na fase 
isotérmica, foram coletadas amostras nos tempos 0, 1, 3, 5, 7,5, 10 e 15 min. As 
amostras coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim 






Figura 10 – Fluxograma da Etapa I: experimentos de cinética de inativação em diferentes 
temperaturas. 
 
4.6 Avaliação da influência dos parâmetros de processamento – Etapa II 
Os experimentos para avaliar a influência dos parâmetros de processamento 
foram realizados na temperatura de 75 °C somente para a enzima POD (Item 4.2.5). 
Foram avaliadas as variáveis potência, duração de pulsos e tempo de sonicação, 
conforme o descrito no item 4.4. Seis diferentes condições de US foram 
estabelecidas de acordo com a Tabela 2. Para esses experimentos, foi utilizado o 
caldo de cana do Lote II. O fluxograma com a descrição da etapa II é apresentado 
na Figura 11. 
 
Tabela 2 – Parâmetros utilizados nos tratamentos de otimização para POD, em temperatura de 75 °C. 
Tratamento Potência (%) Pulsos (on/off) Tempo de sonicação (min) 
A 75 20 s/10 s 25 
B 75 40 s/10 s 25 
C 75 Contínuo 25 
D 50 20 s/10 s 25 
E 100 20 s/10 s 25 




Paralelamente aos experimentos de US, foi conduzido um experimento 
controle, em triplicata, a 75 °C, para comparação, conforme descrito no Item 4.4. 
Antes do início do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. Na fase isotérmica, 
foram coletadas amostras nos tempos 0, 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25 min. As amostras 
coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim mantidas 
até serem analisadas. 
A temperatura de 75 °C foi escolhida em função dos resultados da etapa 
prévia terem sido mais claros e efetivos em 70 e 80 °C. O regime de pulsos variou a 
sonicação para além daquela já estabelecida, de modo a verificar se um menor uso 
de sonicação, com as consequentes vantagens energéticas e de preservação do 
caldo de cana, seria suficiente para o efeito desejado de inativação enzimática. Da 
mesma forma que para o regime de pulsos, foram estabelecidas condições de 
amplitude de sonicação que visassem a uma possível melhoria nos quesitos 
eficiência energética e preservação do alimento, porém nesse caso, foi estabelecida 
uma condição menor e outra maior a já estabelecida. 
Convém ressaltar que o experimento F baseia-se na hipótese de que danos à 
estrutura enzimática possam ser os responsáveis pelos efeitos de inativação, de 
modo que não seja necessária a sonicação durante todo o tratamento. Nesse 
sentido, Rojas et al. (2017) sugeriram algo semelhante: utilização de US como pré-
tratamento, permitindo um tratamento térmico posterior menos severo. Para esse 
estudo, optou-se por realizar o tratamento com US no início da fase isotérmica para 
averiguar a possibilidade levantada pelos autores acima citados. 
A fim de proporcionar maior clareza sobre a dinâmica de todo o presente 
estudo, esses procedimentos serão chamados de Etapa II, convenientemente 






Figura 11 – Fluxograma da Etapa II: experimentos de avaliação da influência dos parâmetros de 
processamento. 
 
4.7  Avaliação da regeneração enzimática durante armazenamento refrigerado – 
Etapa III 
Os experimentos realizados para avaliar a regeneração da atividade 
enzimática de POD durante armazenamento refrigerado consistiram em processar o 
caldo a 80 °C (± 2 ºC) por um tempo necessário para atingir a redução da atividade 
enzimática inicial em 90 %. Foram feitos os tratamentos controle e com sonicação 
(75 % de potência e pulsos a cada 10 segundos, durando 20 segundos), em 
triplicata, conforme o descrito nos Itens 4.3 e 4.4, respectivamente. O tempo de 
processamento foi obtido a partir do modelo cinético de Weibull, ajustado aos dados 
experimentais nas etapas anteriores, equivalendo a 36 min para o tratamento 
controle e 23 min para o tratamento termossonicado. Os experimentos dessa etapa 
foram realizados utilizando amostras do Lote III e estão apresentados na Figura 12. 
Antes do início do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. O caldo foi 
aquecido com o banho de aquecimento até a temperatura desejada, quando foi 




0 min. O caldo permaneceu em temperatura constante durante o tempo estabelecido 
pela modelagem matemática. Foram coletadas 9 amostras em tubos tipo falcon de 
15 mL, cheios até o limite, tampados e vedados com filme plástico (Parafilm M, 
Bemis, Oshkosh, EUA). As amostras coletadas foram armazenadas imediatamente 
em banho de gelo para rápido resfriamento. 
A condição de refrigeração consistiu em armazenamento na parte inferior de 
um refrigerador doméstico, em temperatura de 4 ± 2 ºC. As amostras coletadas 
foram analisadas em diferentes tempos de conservação: 0, 1, 2, 4, 8, 14, 18, 22 e 32 
dias. Para cada amostra refrigerada foi analisada a atividade enzimática residual de 
POD, concentração de compostos fenólicos totais e cor, de acordo com os 









4.8 Modelagem matemática e análise estatística 
A atividade enzimática residual (A/A0 - para determinado tempo t e 0, 
respectivamente) em função do tempo de processamento foi ajustada a dois 
modelos: modelo de primeira ordem e o modelo de Weibull. Os dois modelos foram 
escolhidos em função de evidências bibliográficas que mostram ajustes mais 
adequados dessas equações para a cinética de inativação das enzimas estudadas 
(BROCHIER et al, 2016; ROJAS et al., 2017). 
A modelagem matemática foi feita através de regressão não linear pelo 
algoritmo de Levenberg-Marquardt utilizando o software Statistica (versão 12.0, 
StatSoft Inc. Tulsa, EUA). O ajuste dos modelos foi avaliado pelo coeficiente de 
determinação (R2), pelo chi-quadrado (χ2) e pela raiz do erro médio quadrático 
(RMSE). Os dois últimos parâmetros estão representados, respectivamente, nas 





         (Eq. 4) 
 
𝑅𝑀𝑆𝐸 =  𝛴 𝛼 − 𝛼
,
       (Eq. 5) 
 
Nas equações acima representadas, αexp corresponde aos valores 
experimentais, αpred aos valores preditos, n ao número de observações e p ao 
número de parâmetros. 
Os parâmetros cinéticos e demais propriedades avaliadas foram analisados e 
comparados utilizando-se teste t de Student, ANOVA e teste de Tukey com intervalo 





6 CONSIDERAÇÕES FINAIS E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
O presente trabalho teve por objetivo avaliar a aplicação de tratamentos 
térmicos assistidos por ultrassom na inativação de enzimas oxidativas em caldo de 
cana. Para tanto, foram estabelecidas condições isotérmicas e diversas 
temperaturas e parâmetros de operação foram avaliados. O estudo dividiu-se em 
três partes. Inicialmente, foram realizados os estudos prévios de inativação 
enzimática em diferentes temperaturas, com parâmetros fixos pré-determinados. Os 
dados foram analisados e modelados cineticamente, de modo a permitir a 
continuidade da pesquisa. A etapa seguinte constou de experimentos de otimização, 
fixando-se a temperatura e variando os parâmetros de sonicação. Nessa etapa, os 
melhores parâmetros foram determinados, servindo de base para o estudo da 
avaliação da regeneração enzimática durante armazenamento sob refrigeração, que 
consistiu na terceira etapa do trabalho. Nos próximos parágrafos, serão detalhadas 
as considerações finais e indicadas as necessidades e possibilidades de 
continuidade do estudo. 
Foram utilizados, ao todo, três diferentes lotes de caldo de cana. A 
caracterização de cada lote permitiu verificar que há considerável variabilidade da 
cana-de-açúcar frente a diferentes situações climáticas. Os teores de compostos 
fenólicos totais e de flavonoides totais demonstraram ser os parâmetros que menos 
tiveram influência da época de colheita. O pH variou em função da época de 
colheita, porém de forma menos atrelada à diminuição de acidez de períodos 
quentes, parecendo estar mais dependente da nutrição mineral da planta. Os sólidos 
solúveis foram previsivelmente mais abundantes na colheita de verão. A atividade de 
água pareceu ser inversa à pressão osmótica exercida pelo maior acúmulo de 
açúcares, ao passo que a condutividade elétrica foi menor em maior concentração 
de carboidratos, acompanhando a tendência de variação do pH. A cor variou 
bastante, quase sempre exibindo média luminosidade, cor verde ou ligeiramente 
avermelhada e amarela, variando sem uma tendência clara. A atividade enzimática 
de PFO e POD variou consideravelmente, com tendência a haver maior atividade 
em menor disponibilidade hídrica da lavoura. Dessa forma, tanto a alta atividade de 
enzimas oxidativas quanto a variação desse produto agrícola impõem necessidade 




variação de lote a lote devido a questões sazonais. 
A análise dos efeitos da sonicação na inativação de PFO foi limitada devido à 
baixa resistência térmica dessa enzima. Observou-se uma alta inativação na rampa 
de aquecimento nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C, impedindo uma avaliação 
correta da atividade enzimática residual na fase isotérmica do tratamento 
ultrassônico. Com a adoção de novos parâmetros, em 15 minutos cerca de 85 % da 
enzima foi inativada, sem diferença estatística entre tratamentos, o que fez do US 
um tratamento não efetivo na diminuição de PFO. 
A atividade residual de POD nas diferentes temperaturas testadas, no 
entanto, apresentou perfis diferenciados. Nas temperaturas mais baixas, foi possível 
verificar pontos de ativação enzimática, sobretudo a 50 °C, temperatura na qual 
sequer existiu condições para modelagem cinética. No entanto, para 70 e 80 °C, a 
inativação foi notória desde o começo do tratamento. As maiores diferenças entre 
tratamentos convencional e com US foram observadas nas menores temperaturas, 
devido aos efeitos não térmicos e à menor influência da inativação térmica. O 
ultrassom, portanto, promoveu uma maior taxa de inativação de POD. 
O modelo matemático de Weibull apresentou os melhores ajustes para a 
cinética de inativação da PFO e POD, obtendo os melhores índices estatísticos e 
predizendo a atividade enzimática de forma satisfatória na maioria dos 
experimentos. 
A variação de regime de pulsos não apresentou diferenças estatísticas 
significativas entre nenhum dos tratamentos de sonicação; contudo, todos os 
tratamentos de termossonicação diferiram do tratamento convencional. O regime de 
pulsos otimiza o uso de energia e limita os efeitos de aquecimento, sendo efetivo e 
vantajoso. 
A variação da potência trouxe aumento de inativação enzimática sem relação 
direta com o aumento da amplitude. O tratamento de potência intermediária, 75 %, 
foi o único com diferença significativa em relação ao tratamento convencional. Além 
de boa performance energética, a potência reduzida mitiga os efeitos de 
aquecimento localizado, evita corrosão da sonda, sendo efetiva para a diminuição da 
atividade enzimática. 
A aplicação de sonicação somente nos 5 primeiros minutos de tratamento   
não se mostrou uma alternativa efetiva, com uma atividade residual ao final do 




De forma geral, a regeneração de POD durante armazenamento refrigerado 
foi baixa, contudo significativamente menor no tratamento termossônico. O uso de 
US foi eficaz na redução do tempo de tratamento, pois a uma mesma temperatura, 
diminuiu-se o processamento em cerca de 1/3 do tempo do tratamento 
convencional, contudo sem afetar a taxa de regeneração da enzima após o 
processamento. 
Os parâmetros do espaço de cor CIELab apresentaram variabilidade aleatória 
durante os tratamentos térmicos. No tempo final, todas temperaturas apresentaram 
diferenças de cor visíveis a olho nu. Os parâmetros L*, a* e b* variaram sem 
necessariamente apresentar correlação com variações de temperatura, tempo e 
método de tratamento. Em todos os casos, o aspecto do caldo apresentou tons 
acinzentados e variou entre verde e levemente vermelho, sendo sempre amarelo. 
Os caldos tratados por termossonicação tenderam ao tom avermelhado, o que pode 
ser justificado pela maior homogeneização de borras e sedimentos de cor 
amarronzada, podendo ainda a geração de radicais livres ter contribuído para o 
escurecimento do caldo. 
O tratamento ultrassônico permitiu melhor luminosidade do caldo ao longo do 
armazenamento, diminuindo o escurecimento enzimático, apesar de diminuir a 
coloração verde e aumentar a coloração amarela, fato também observado no 
processo convencional. O caldo sonicado apresentou turbidez semelhante ao caldo 
in natura, com partículas em suspensão. A percepção de diferença de cor, embora 
perceptível em ambos tratamentos, foi mais sutil na termossonicação. 
Em relação ao teor de compostos fenólicos totais, apenas a termossonicação 
manteve níveis de fenólicos sem diferenças estatísticas em relação ao caldo in 
natura, mantendo constantes os teores ao longo do tempo de armazenamento, 
creditando-se o motivo à cavitação, que permite extrair mais compostos fenólicos, 
compensando as perdas por ação térmica. 
A partir do presente estudo, pode-se concluir que a aplicação de ultrassom 
contribui para o aumento da inativação enzimática em caldo de cana, devendo ser 
aplicado em combinação com o calor, diminuindo o tempo ou a temperatura de 
processamento. A diminuição da severidade do tratamento térmico permite maior 
preservação de aspecto visual do produto e uma maior manutenção dos compostos 
fenólicos, cabendo uma determinação cuidadosa e específica de parâmetros de 




A falta de maior detalhamento de parâmetros analíticos e de clara 
caracterização do caldo de cana na legislação brasileira pode ser beneficiada por 
ampla pesquisa que vise a compreender a grande variação dessa matéria-prima e 
originar intervalos de confiança condizentes com a realidade e mais em sintonia com 
a bebida, que se difere muito de sucos de frutas, sendo subsídio para possíveis 
fixações de Padrões de Identidade e Qualidade pelo Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento. 
São especialmente úteis mais estudos testando outras condições de 
tratamento ultrassônico em processamento de caldo de cana, dada a grande 
variabilidade da matéria-prima, a ocorrência de desvios analíticos importantes e a 
grande diversidade em resultados de diferentes estudos. A realização de um estudo 
de custos adequado para avaliar a viabilidade de implantação da tecnologia também 
se faz necessária. A influência da sonicação em outras características nutricionais 
do caldo de cana, como vitaminas e compostos nitrogenados, pode fornecer 
subsídios para aumentar o valor agregado de produtos processados com 
ultrassonicação. 
Estudos de análise sensorial do caldo processado em diferentes condições 
podem indicar se o caldo tratado termossonicamente mantém os bons atributos do 
caldo fresco e não adquire atributos indesejáveis. Do mesmo modo, testes junto ao 
mercado consumidor, sejam de aceitação, sejam de preferência, podem fornecer 
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